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胃蛋白酶水解松仁蛋白的研究
徐冰心，刘 敏，林秀芳，赵梓辰，高小棠，吴晓红* (东北林业大学，黑龙江哈尔滨 150040)
摘要 ［目的］优化得到胃蛋白酶水解松仁蛋白的酶解工艺，并检验水解蛋白清除自由基的效果。［方法］选用胃蛋白酶水解松仁蛋白，
并进行酶解工艺优化，同时检测了松仁蛋白胃蛋白酶水解物的还原能力和清除羟基自由基的效果。以可溶性蛋白质量浓度为响应值，
进行了单因素及正交试验。［结果］确定了胃蛋白酶水解松仁蛋白的最佳水解条件:酶添加量 7． 5 U/g干蛋白质、水解温度 50 ℃、水解
时间 3． 75 h、pH 2． 0，各因素对结果的影响程度大小依次为 pH、水解时间、酶添加量、温度。抗氧化试验表明，松仁蛋白胃蛋白酶酶解物
具有清除羟基自由基的能力和还原能力。［结论］研究可为松仁的精深开发利用提供参考依据。
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Pepsin Hydrolysis of Pine Seed Protein Powder
XU Bing-xin et al ( Northeast Forestry University，Harbin，Heilongjiang 150040)
Abstract ［Objective］To optimize enzyme hydrolyzing conditions for pin nut protein by pepsin，and test free radical scavenging effect of hy-
drolyzed protein． ［Method］By using pepsin to hydrolyze the pine nut protein in order to improve the hydrolysis process． At the same time，
the hydrolysates’effect on hydroxyl radical scavenging and reducing power were detected． The mass concentration of the soluble protein was
used as the response to conduct single factor experiment and orthogonal experiment． ［Result］The optimum conditions of the pine nuts protein
hydrolyzed by pepsin were as follows: enzyme concentration 7． 5 U per gram of substration，hydrolyzing temperature 50 ℃，hydrolyzing time
3． 75 h，pH 2． 0． The influencing factors’order pH ＞ hydrolysis time ＞ adding amount of pepsin ＞ temperature． The antioxidant experiments
showed that the enzymatic hydrolysis of the pine nut protein hydrolyzed by pepsin has the capacity of radical scavenging and reducing power．
［Conclusion］The study can provide reference basis for utilization and development of pine nut in depth．
Key words Pepsin; Pine nut protein; Enzyme hydrolyzing conditions
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1． 1 材料 松仁蛋白粉，自制。主要试剂:胃蛋白酶(pep-






1． 2． 1 酶解反应。工艺流程:松仁蛋白→胃蛋白酶水解→
灭酶→测上清液蛋白质量浓度→调 pH至 7． 0→透析→冷冻
干燥。
水解试验，主要考虑酶添加量(1． 5、3. 0、4． 5、6. 0、7． 5、
9. 0 U /g干蛋白质)、水解时间(2． 5、3. 0、3． 5、4. 0、4． 5、5. 0、
5. 5 h)、水解温度(25、30、35、40、45、50 ℃)以及 pH(1. 0、1． 5、
2. 0、2． 5、3. 0、3． 5)对可溶性蛋白质质量浓度的影响，并据此
设计单因素试验和正交试验。一个酶活力单位定义为:1 U
酶 25 ℃条件下 1 min转化 1 μmol底物所需的酶量。
1． 2． 2 蛋白质质量浓度的测定。采用波长 260及 280 nm吸
收差法［7］。计算公式如下:
蛋白质质量浓度(mg /ml)=1． 5 × A280 － 0． 75 × A260
式中，A260为蛋白质溶液在 260 nm波长处测得的吸光度;A280
为蛋白质溶液在 280 nm波长处测得的吸光度。
1． 2． 3 松仁蛋白胃蛋白酶酶解物的羟基自由基清除能力测







mmol /L H2O2 1 ml、9 mmol /L Fe
2 + 1 ml、9 mmol /L 水杨酸 －
乙醇溶液 1 ml)中加入一系列不同浓度的提取物 1 ml，最后
加 H2O2 启动，73 ℃反应 0． 5 h。便会与水杨酸竞争·OH，而
使有色产物生成量减少。以蒸馏水为参比，在波长 510 nm
处测量各浓度下的吸光度，考虑到样品本身的吸光值，以
责任编辑 李菲菲 责任校对 况玲玲安徽农业科学，Journal of Anhui Agri． Sci． 2013，41(6):2672 － 2674
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9 mmol /L Fe2 + 1 ml、9 mmol /L 水杨酸 －乙醇溶液 1 ml、不同
浓度的提取物 1 ml和 1 ml 蒸馏水作为样品的本底吸收值。
按照下式计算自由基清除率。
清除率 =100 ×［A0 －(Ax － Ax0) ］/A0
式中，A0，空白对照液的吸光度;Ax，加入样品溶液后的吸光
度;Ax0，不加显色剂 H2O2 样品溶液的吸光度。
1． 2． 4 松仁蛋白胃蛋白酶酶解物的还原能力。在 1 ml各浓
度样品(空白用 1 ml蒸馏水代替，其他试剂依次同下)中，加
入 2． 5 ml质量分数为 1%的铁氰化钾溶液和 2． 5 ml 的磷酸
盐缓冲液(pH 6． 6，0． 2 mol /L) ，混匀后在 50 ℃保温 20 min，
然后加入 2． 5 ml 质量分数为 10%的三氯乙酸，混合后以
3 000 r /min离心 10 min，取上清液 2． 5 ml，加入 2． 5 ml 蒸馏




2． 1． 1 酶添加量对溶解性效果的影响。图 1 表明，随着酶
添加量增加，上清液中的可溶性蛋白质质量浓度逐渐增加。
到 6． 0 U /g干蛋白质，蛋白质得率增长减缓，可溶性蛋白质
浓度最高是 0． 59 mg /ml。
图 1 酶添加量对松仁蛋白水解效果的影响
2． 1． 2 水解时间对水解效果的影响。由图 2 可见，水解时
间 3． 5 h，松仁蛋白的溶出量较为理想。在 3． 5 h之后，随着
反应时间的延长，可溶性蛋白质的质量浓度增长减缓，并在
4. 0 h后开始下降，下降的原因可能由于松仁蛋白中混有核
酸，大量核酸的释放，导致波长 260 nm 下的吸光值变大，继
而影响松仁蛋白释放量的检测。
图 2 水解时间对松仁蛋白水解效果的影响




2． 1． 4 pH对水解效果的影响。图 4 表明，在 pH 1. 0 ～ 2． 5
范围内，随着 pH的升高，水解液中可溶性蛋白质的质量浓度
降低，pH 2． 5时，可溶性蛋白质量浓度最高，达到 0． 37 mg /ml
的含量，说明 pH 2． 5是适宜的水解酸碱度。
图 4 pH对松仁蛋白水解效果的影响
2． 2 胃蛋白酶水解松仁蛋白的参数优化 由单因素试验结
果，确定正交试验中酶添加量为 4． 5、6． 0、7． 5 U /g干蛋白质;
水解温度为 40、45、50 ℃;水解时间 3． 5、3． 75、4 h;pH为 2． 0、













1 4． 5 2． 0 40 3． 50
2 6． 0 2． 5 45 3． 75




加量 4． 5 U /g干蛋白质、水解温度 50 ℃、水解时间 3． 75 h、
pH 2. 0。但正交试验组合中的最优条件为 A3B1C3D2，经验证
试验得出，最终的优化条件为 A3B1C3D2，即酶添加量 7. 5
U /g干蛋白质、水解温度 50 ℃、水解时间 3. 75 h、pH 2． 0。
2． 3 松仁蛋白酶解物清除羟基自由基的作用 从图 5 中可
以看出，随着浓度的增大，松仁蛋白胃蛋白酶酶解物对羟基
自由基的清除能力增大，在 0． 35 mg /ml 时清除率达 85%。










1 1 1 1 1 0．851 250
2 1 2 2 2 0．811 000
3 1 3 3 3 0．322 250
4 2 1 2 3 0．718 500
5 2 2 3 1 0．559 750
6 2 3 1 2 0．325 500
7 3 1 3 2 1．005 250
8 3 2 1 3 0．635 000
9 3 3 2 1 0．315 375
K1 1．984 500 2．575 000 1．811 750 1．726 375
K2 1．603 750 2．005 750 1．844 875 2．141 750
K3 1．955 625 0．963 125 1．887 250 1．675 750
R 0．126 916 667 0．537 291 667 0．025 166 667 0．155 333 333
图 5 松仁蛋白胃蛋白酶酶解物对羟基自由基的清除能力








































～1969年间年均降幅为 0． 15 m;1970 ～1979 年间为 0． 37 m;
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